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AMP-activatedproteinkinase (AMPK) is metabolicmasterswitch thatplays keyroleinmaintainingenergyhomeostasis.ThisthesishasshedlightintothefunctionalroleandregulationofAMPKinglycogenmetabolism,advancedourunderstandingofAMPK activity at the subcellular level, and focused on finding  novel therapeuticstrategy to shift AMPK away from glycogen,whichmay have beneficial impact onmetabolic diseases such as type ʹ diabetes. Further, this thesis introduces  newconcept, the glycogen–cytoplasmic cycling of AMP-activated protein kinase, that ispicturedas‘Tourd’AMPK’Ǥ

Chapter1introducesthetwokeyplayersofthisthesis:AMPKandglycogen.AMPKisan enzyme that is only functional and stable upon formation of an obligatory ȽȾɀheterotrimer. The Ƚ-subunit is  catalytic subunit that carries the threonine-172phosphorylationsitewithinthekinasedomain.Theɀ-subunitallowsAMPKtosensechanges in adenine nucleotides, thereby regulating AMPK activity, whereas theregulatory Ⱦ-subunit is responsible for regulating AMPK activity, and moreimportantly, localization to and from glycogen owing to  carbohydrate-bindingmodule (CBM) being part of the Ⱦ-subunit.Recent discoveries suggest thatAMP isknown to have three different effects on the activation of AMPK: (iȌ promotion ofphosphorylationbyupstreamkinasestophosphorylatetheenzymeatthreonine-172,therebyactivatingAMPK, (iiȌprotectionagainst thedephosphorylationofAMPKbyproteinphosphatases,and(iiiȌallostericactivationofAMPK.Theintroductorychapterfurther describes the coordination of myocellular glucose uptake and glycogenmetabolism, discusses the structure of glycogen and provides insight intocarbohydrate–protein interactions by specifying the role of the CBM in general. Inmore detail, this chapter presents the structure, activity, tissue-specific expressionand function, and highlights the role and regulation of the AMPKȾ-CBM domain.Altogether,inthischapter,theinterplayofAMPKwithglycogenand/oritsglycogen-bindingproteinshasbeenevaluated.
In Chapter 2ǡ themolecularmechanism responsible for AMPK localization to andfromglycogenwasinvestigated.AlthoughtheȾ-subunitofAMPKcarriesCBM,AMPKisknowntolocalizetovarietyofsubcellularlocalizations,suchasthecytoplasmorglycogen.Using cell-free carbohydrate-bindingassays,ourdata revealed thatAMPKautophosphorylation rather than AMPK activation is involved in the regulation ofAMPK–glycogenbinding.Furthermore, structuraldatadisclosed thepresenceof thethreonine-148 (Thr-148) residue, centrally situated in the carbohydrate-bindingpocket.SubstitutionofThr-148 to phospho-mimickingaspartate (T148D)resultedin loss of carbohydrate-binding ability of the AMPK-Ⱦ-CBM in cell-free assays.ImmunofluorescencestudiesconfirmedthattheT148Dmutanthadlostitscapabilityof binding to intracellular glycogen, whereas wild-type CBM localizes to glycogenparticles.Breakdownofglycogen,whichwasinducedbyloweringglucoseavailabilityand/orpharmacologicalactivationofAMPK,enhancedphosphorylationofThr-148.
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In contrast to overexpression ofAMPK-Ⱦ-T148D, the intracellular glycogen contentfurther decreased upon overexpression of wild-type AMPK. Altogether, these datasuggest that phosphorylation of Thr-148 of AMPKȾ is involved in regulating thesynthesisandbreakdownofglycogen.

Chapter3provides novel insight into the role ofmuscle-specificAMPKȾʹ and theinvolvementofThr-148phosphorylation in regulating glycogenmetabolism. In thischapter,yeast-two-hybridanalysesand co-immunoprecipitationassays inHEK293Tcellsshowedprotein-proteininteractionbetweenwild-typeAMPKȾͳorAMPKȾʹandtheproteinphosphataseͳ(PP1)-glycogentargetingsubunitR6uponoverexpression,an interaction that occurred via the substrate-binding motif of R6. AMPKȾʹinteractionwithR6wasweakuponculturingHEK293TcellsandC2C12myotubesinhigh glucose, whereas glycogen breakdown significantly induced the interaction.SubstitutionofThr-148 to thephospho-mimickingaspartate(T148D)prevented theinteraction from occurring, independently of the intracellular glycogen content.TreatmentofcellsculturedinlowglucosewiththeknownAMPKactivatoroligomycinnot only increased Thr-148 phosphorylation, but also enhanced the interactionbetweenmuscle-specificAMPKȾʹandR6.Thesedata indicatethatR6directlybindstoAMPKȾʹpresumably after leaving thedegrading glycogenparticle, and that thisinteractionoccurs inconjunctionwith increasedAMPKȾʹThr-148phosphorylation.Thismodel suggests that AMPKȾ2/R6 interaction is dynamically regulated by theintracellularglycogencontent.WhetherAMPKisunderpropercontrolbytheproteinphosphatase complex PP1–R6 under conditions of glycogen breakdown inmuscleneedsfurtherinvestigation.
In Chapter 4ǡ cytoplasmic AMPK activity wasmonitored using  novel optimizedAMPK-specificFörsterResonanceEnergyTransfer (FRET)biosensor, referred to asASS,basedonFluorescenceLifetime ImagingMicroscopy (FLIM) technology, as theactivity of (glycogen-) localized AMPK is understudied. Data revealed  strongincrease in basal FRET efficiency upon nutrient starvation inHL-1 cardiomyocytesoverexpressingwild-typeASS.However,thisincreaseimpairedfurthermonitoringofchanges in average cyan fluorescent protein (CFP) lifetime induced by the knownAMPKactivatoroligomycin.Optimizationoftheexperimentalconditionsrevealedthatglucose/serum-rich medium (non-starvation) minimized this effect. Althougholigomycin increased the FRET efficiency of wild-type ASS, the effect was mainlyattributedtotheDMSOvehicle.Incontrast,theAMPKactivator5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide (AICAR), an AMP analog, enhanced FRET efficiency ofwild-typeASS-expressing cells in  time-butnotdose-dependentmanner,whereasoverexpression of  non-phosphorylatable mutant ASS biosensor prevented FRETfrom occurring.Altogether, thesedata revealed that thewild-typeASS biosensor iscapableofdetectingincreasedAMPKactivityalbeitthatthedynamicrangeislimited,
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suggesting that FLIM/FRET can be used as an approach to properly monitorfluctuationsofintracellularAMPKactivity.

Chapter 5 highlighted the importance of AMPK as therapeutic drug target andprovided insight into  noveldrug-targeting approach based on theCBM ofAMPK.This strategywasbasedon threedifferentmethods (iȌvirtual ligand screening, (iiȌcarbohydrate-binding competition assay, and (iiiȌ determination of the CBMsubcellular localization pattern of the AMPK-CBM. Two of the top candidatecompoundshad intracellularmicromolar affinities for cycling theAMPK-CBM awayfrom glycogen, and direct binding of these compounds to the AMPK-CBM wasobserved using the surface plasmon resonance technique. Furthermore, in cellularassays, themost active and high-affinity compound induced increased intracellularAMPKactivityandphosphorylationofthedownstreamtargetacetyl-CoAcarboxylase(ACC).Moreover, this compoundwas capable of increasing glucose and long-chainfattyaciduptakeinculturedHL-1cardiomyocytes,aneffectthatwasinhibitedbytheAMPKinhibitorCompoundC.Thesedataimplythatcompound-basedtargetingoftheAMPK-CBM shifts AMPK away from glycogen and regulates AMPK activity,  dualeffectthatmighthavebeneficialoutcomeswithrespecttometabolicdiseasessuchastypeʹdiabetes.

Chapter6 shortly recapitulates theconceptof the ‘Tourd’AMPK’, recapitulatedandelaboratesonthenovelfindingsdescribedintheexperimentalchapters2,3,Ͷand5,and integratedthesenoveldatawithcurrentknowledge inordertoprovideexcitingfuture perspectives. Altogether, this chapter discussed the interplay of AMPK andglycogenmetabolismandfocusedontheroleofinteractingglycogen-relatedproteins,inparticular thePP1 glycogen-targeting subunitR6.Although the finish line of the‘Tour d’AMPKǯ has not been reached yet, this chapter provides ample novel ideasand/or approaches to support the search for the metabolic impact of glycogen–cytoplasmic cycling of AMPK (e.g., on heart, skeletalmuscle and liver) under bothhealthy and pathophysiological conditions. In summary, the assembly of generatedknowledge, speculationsand/or futuredirectionsdescribed in this thesisallows forfurtherelucidating theexact roleand significanceofAMPK inglycogenmetabolism,with special reference to the heart and other relevant tissues strongly linked tometabolicdiseasessuchastypeʹdiabetes.
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Het eiwit AMP-activated protein kinase (AMPK) speelt een essentiële rol in destofwisseling door te functioneren als sensor bij het behoud van de energiebalans,zowel inafzonderlijkecellenals inhetgehele lichaam.Inditproefschrift isspecifiekde functie bestudeerd van AMPK bij de regulatie van het glycogeenmetabolisme.Glycogeen is de vorm waarinmet de voeding opgenomen koolhydraten in de celwordenopgeslagen.OmgekeerdhaddendezestudiesooktotdoelteachterhalenofdeactiviteitvanhetAMPKafhankelijk isvandeplaatswaarhetzichbevindt indecel.Daarnaast hebben we, door middel van een innoverende aanpak, getracht teonderzoekenofbeïnvloedingvandeAMPK–glycogeen interactie,datwilzeggenhetbinden van AMPK aan glycogeen en het vervolgens weer loslaten, een gunstigewerkingzoukunnenhebbenopmetaboleziektenzoals type ʹdiabetes.Kortom,ditproefschriftintroduceerteennieuwconcept,datik‘Tourd’AMPK’hebgenoemd.

Hoofdstuk1beschrijftdetweebelangrijksteelementenvanditproefschrift,namelijkheteiwitAMPKenglycogeen.AMPKiseenenzymdatalleenstabielenduswerkzaamis wanneer het een complex vormt op basis van drie verschillende onderdelen,namelijk ȽȾɀǤ Het katalytische Ƚ-onderdeel bevat een kinase domein waarin hetbelangrijke threonine-172residu(Thr-172) isgelegen.Hetɀ-onderdeelreguleertdeactiviteitvanheteiwitAMPKdoordebindingvanribonucleotiden.Hetderde,eninditproefschrift belangrijkste, onderdeel is de Ⱦ subeenheid. Ook dit onderdeel isbetrokkenbijhetregelenvandeactiviteitvanAMPK,maarbevatdaarnaastookeendomein dat ervoor zorgt dat AMPK aan glycogeen kan binden, het zogehetenkoolhydraat-bindenddomein(carbohydrate-bindingmoduleǡCBM).Recentestudieshebbenaangetoonddatadenosinemonofosfaat(AMP)opdrieverschillendemanieren de activiteit van AMPK kan reguleren. (iȌ AMP kan enkeleenzymactivatoren (kinases),diehogerop inde signaalcascade staan, stimulerenomThr-172tefosforyleren;hierdoorwordtAMPKgeactiveerd.(iiȌAMPbeschermtAMPKtegen defosforylatie door specifieke fosfatases. (iiiȌ AMP activeert AMPK opallosterischewijze; dit houdt in dat er een conformatieverandering van het enzymplaatsvindtwaardoorhetactiefwordt.In dit inleidend hoofdstuk wordt ook de communicatie tussen AMPK,glycogeen en andere betrokken eiwitten beschreven. Hiervoor gaat dit hoofdstukdieperinopdestructuurvanglycogeen,hetprocesvanglycogeenopbouwen-afbraak(glycogeenmetabolisme) in hart- en spiercellen, en op de algemene functie vanhetCBMdomein.OmhetverbandtussenAMPKenglycogeenteverduidelijkenwordenderol,structuur,activiteitenorgaan-specifiekefunctiesvanAMPKbesprokenenwordtinhetbijzonderaandachtbesteedaandetaakvanhetCBMdomeinvanAMPK.
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In hoofdstuk 2 is gezocht naar het onderliggende moleculaire mechanisme datbepaaltofAMPK zichverenigtmetglycogeenofniet.Ondankshet feitdathetCBMdomein,gelegeninhetȾ-onderdeelvanAMPK,ervoorzorgtdatAMPKkanbindenaanglycogeen,blijktuitonderzoekdatnietalleAMPKgebonden isaanglycogeen.Doormiddel van technieken waarbij in vitro de bindingscapaciteit van AMPK aankoolhydraten(zoalsglycogeen)kanwordenopgespoord,hebbenwekunnenaantonendathetnietdeactivatiemaardeautofosforylatievanAMPK isdieervoor zorgtdatAMPKloskomtvanglycogeen.Indeliteratuurrecentbeschikbaargekomengegevensoverdeeiwitstructuurvan AMPK toonden aan dat het threonine-148 residu (Thr-148) centraal ligt in de‘binding-pocket’ van het Ⱦ-CBM domein. Op grond daarvan hebben we gebruikgemaakt van een AMPK mutant waarbij Thr-148 vervangen werd door eenasparaginezuur(T148D),omzoheteffectvanconstitutieveThr-148fosforylatienatebootsen. We ontdekten dat door deze mutatie AMPK niet meer kon binden aanglycogeen, terwijl het oorspronkelijke (wild-type) AMPK–CBM domein wel konbinden.Metbehulpvanfluorescentiemicroscopiehebbenweditbevestigd. Tenslotte hebben we in hartspiercellen gevonden dat de afbraak vanintracellulairglycogeenresulteerde ineenverhoogde fosforylatievanThr-148.Doorhet glucosegehalte inhet omringendemedium te verlagen ofdoor farmacologischeactivatie van AMPK werd deze cellulaire glycogeen-afbraak in gang gezet.Overexpressievanwild-typeAMPKhadeensterkereffectopdeafbraakvanglycogeendandeT148Dmutant.DitalleswijsteropdatdefosforylatievanhetThr-148residueenprominenterolspeeltinderegulatievanhetglycogeenmetabolisme.
In hoofdstuk 3 komt vooral AMPKȾʹ aan bod. Deze AMPK isovorm komtvoornamelijkvoor inhart-enskeletspieren. Indithoofdstukwordtdieper ingegaanopderolvanȾ2-Thr-148metbetrekking tothetglycogeenmetabolisme.Metbehulpvanmethodeszoalsdegist two-hybridanalyseenco-immunoprecipitatiehebbenwekunnenaantonendatzowelAMPKȾͳenAMPKȾʹinteragerenmetheteiwitR6.R6iseeneiwitdatinstaatisomhetenzymproteinphosphatase1(PP1)naarglycogeentebegeleiden.ZonderaanwezigheidvanhetsubstraatbindingsdomeingelegeninR6kandeze wisselwerking niet plaatsvinden. Wanneer HEK293T cellen en C2C12spierbundels gekweektwerden in een kweekmediummet een hoog glucosegehaltewas de interactie tussen AMPKȾʹ en R6 zwak. Echter,wanneer het intracellulaireglycogeengehalte van deze cellen werd verlaagd, observeerden we een sterkerewisselwerkingtussendetweeeiwitten.SubstitutievanThr-148dooreenasparaginezuur(T148D)zorgdeervoordatdewisselwerking tussenAMPK enR6 niet kon plaatsvinden.Dit stond los van hetintracellulaireglycogeengehalte.Wanneerechterwild-typecellenwarengekweektineenkweekmediummeteenlaagglucosegehalte,endaarnablootgesteldaandeAMPK-activatoroligomycine,zagenwezoweleentoenameindefosforylatievanThr-148alseenversterkteinteractietussenAMPKȾʹenR6.






Sv






170
Deze gegevenswijzen erop dat R6 een directe binding kan aangaanmet AMPKȾ2,waarschijnlijk nadat beide eiwitten loskomen tijdens het afbraakproces vanglycogeen.DitdoetonsveronderstellendatdewisselwerkingtussenAMPKȾʹenR6opdynamischewijzegereguleerdwordtdoorhetintracellulaireglycogeengehalte.Devraag of AMPK gereguleerdwordt door het eiwit complex PP1–R6 vereist verderonderzoek.
In hoofdstuk 4 onderzochten we de cytoplasmatische activiteit van AMPK onderverschillendeomstandigheden.Hetmeten vandeze activiteitwas gebaseerdophetgebruik van een nieuwe, geoptimaliseerde AMPK-specifieke biosensor (hierna ASSgenoemd).OmdecytoplasmatischeAMPKactiviteittekunnenvisualiserenhebbenwe
Förster Resonance Energy Transfer (FRET) in combinatie met fluorescence lifetime
imagingmicroscopie als techniek gebruikt. Onze experimenten zijn uitgevoerd opbepaalde hartspiercellen (HL-1 cellen) waarin de ASS-biosensor tot expressie isgebracht.Wanneer aanhet kweekmedium vandeze cellen zowel serum als glucosewerdonttrokken,werd een verhoging inhetbasaleFRET rendement gemeten; eenwaardeberekendopbasisvangemiddeldelifetimevanhetcyaanfluorescentieeiwit(cyanfluorescentproteinǡCFP).Echter,demetingvaneenmogelijke,dooroligomycinegestimuleerde, verdere stijging in FRET rendement werd belemmerd door dezeonverwachthoge toename.Doorhet eerder genoemdekweekmedium te vervangenmet medium waaraan glucose en serum werden toegevoegd konden we deongewenste stijging voorkomen.Hoewel oligomycine op basis van ditmedium hetFRETrendement leek teverhogen indecellen,bleekditeffectechter tedankenaanhetoplosmiddelDMSO.WanneerweHL-1cellen,dieASStotoverexpressiebrengen,blootsteldenaaneen andere activator van AMPK, namelijk 5-aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucleotide (AICAR), zagenwe eenduidelijke toename inFRET rendement.Dezetoenamebleekwel tijdsgebonden,maarnietconcentratiegebonden tezijn.DitFRETeffect vond echter niet plaatswanneer HL-1 cellen een ASSmutant biosensor totexpressie brachten, die niet gefosforyleerd kan worden. Samengevat wijzen dezeresultaten erop dat de (wild-type) ASS biosensor een hulpmiddel kan zijn omverhoogde AMPK activatie in levende cellen te detecteren. Toepassing van dezetechniek zou hetmogelijkmoetenmaken om schommelingen in de intracellulaireactiviteitvanglycogeen-gebondenAMPKnauwkeurigtekunnenwaarnemen.
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Inhoofdstuk5staathetloskomenvanAMPKvanzijnbindingaanglycogeencentraal.Hierbij doelen we op de therapeutische mogelijkheden van AMPK en hebben wegescreendopkleinemoleculenmethetCBMdomeinalsdoelwit.Dezedrug-targetedstrategiebestonduitdrieopeenvolgendemethodes:(iȌeenvirtuele ligandscreeningǡ(iiȌeencompetitieassaygebaseerdophetCBMdomein,en(iiiȌdewaarnemingvanhetintracellulaireglycogeenbindingspatroonvanhetCBMdomein.Tweevandetop-kandidaatmoleculenhaddeneenhogeaffiniteit(micromolair)voorhetCBMdomeinwaardoor AMPK gescheiden kon worden van glycogeen. Daarnaast werd met de
surface plasmon resonance techniek bevestigd dat deze moleculen direct kondenbindenaanhetCBMdomeinvanAMPK.Blootstelling van cellen aan hetmeest actievemolecuul resulteerde in eenverhoging van de activiteit van AMPK. Tevens vonden we een toename in defosforylatievanheteiwitacetyl-CoAcarboxylase(ACC),datindesignaleringscascadezich downstream bevindt van AMPK. Daarnaast zorgde dit molecuul voor eenverhoogdeopnamevanglucoseenvanvetzurendoorHL-1hartspiercellen,terwijlditeffectgeremdwerddoordeenzymremmerCompoundC.Onzestudiesuggereertdatdedrug-targeted strategiediewehierbeschrijven,datwilzeggen,hetonderbrekenvandeAMPK–glycogeenwisselwerkingdoormiddelvaneenkleinmolecuulspecifiekgericht tot het CBM domein van AMPK, zou kunnen worden toegepast om zo deglycogeenvoorraadvanhart-enskeletspiercellenvantypeʹdiabetespatiëntenbeteroppeiltekunnenhouden.
Tenslotte wordt in hoofdstuk 6 een algemene beschouwing gegeven van debevindingenbeschrevenindeexperimentelehoofdstukken2,3,Ͷen5.Integratievandeze nieuwe onderzoeksresultaten en de huidige kennis van AMPK opent nieuwewegen. Dit hoofdstuk bediscussieert de wisselwerking tussen AMPK en hetglycogeenmetabolismeenrichtzichopdeessentievanglycogeen-bindendeeiwitten,inhetbijzonderheteiwitR6.Ondanksdatdeeindstreepvandeze ‘Tourd’AMPKǯnognietinzichtis,levertditproefschrifteengrotehoeveelheidnieuweideeënomverderonderzoektestimuleren.HetdoelisomcompleterinzichttekrijgeninderolvandeAMPK–glycogen cyclingǡ enerzijds in gezonde cellen, en anderzijds onderverschillende pathofysiologische omstandigheden. De nieuwe kennis envooruitzichten in deze thesis dagen ertoe uit om de functie dieAMPK heeft in hetregulerenvanhetglycogeenmetabolismeverderuittediepen.Zondertwijfelisditvangrootbelangnietalleenvoorhethartmaarookvoorandereorganendiebetrokkenzijnbijmetaboleziekteszoalstypeʹdiabetes.
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